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       蛋 白 の スル フヒ ドリル基 の一 定量 法
            森     茂    樹
  A 緒   言
 蛋 白のス ルフ ヒ ドリル基 は言 ふ まで もな くそのCysteine基 に由來す る もので ある. Cyste-
ineが 酸 化 してCystineに なるときにはSの 結合に關 して2SH→S-Sな る反鷹 が起 ることは
よ く知 られ て居 る事 柄で ある.こ の反憲 は生禮 内に於 て可逆的 に進行 して生有酸化還元 に關與
す る重要 なる反恋 で あることはHopkinsの 研究 に より明かで あるのみな らすInsulin, Fla-
vin-enzyme, Urease, Papain, Cerebrosidase及 びLipase… 等の酵糸 叉は類似 の生罷鯛媒物質
の活性基 が 一SH叉 は 一S-S一 基 であ る〔Dこ とは よ く知 られた る著明の事實で ある.更 に叉筋
肉蛋 白が その牧縮 伸長 等に よる構造攣化 の場合 に も,こ れ らの基が關係 して居 ると言 はれ て
居 る.以 上の如 き專實の外 に,一 般 蛋 白の攣 性の問題等 と關聯 し蛋 白のSH基 の軍要 性が近年
特 に注意せ られ る檬 にな り,之 が定量法 が撒 多 く提案せ られつ Σある.
 夫等の中で從來普通 に行はれ て居 るCysteine(叉 はCystine)の 定量法 は総べ て蛋 白の加
水分解液 中のCysteineを 定量す る方法で或ひは沃度滴定 法2に より,或 ひ は1-2 Naphtho-
quinone-4 Sodium sulfonate,〔♂ 叉はPhosphotungstic acid(4)等 に よる呈色 を利用 した比
亡 による方法で ある.こ れ らの方法 は蛋 白に含 まれ るCystin6及 びCysteineの 総 和を求 め
るた めには都 合が よいが蛋 白のSH叉 はS-S基 を別個 に定量 す ることは出來ない,そ の様 な
目的 の爲 にMirsky及 びAnson(5)等 は豫 め蛋 白を適當な る酸 化剤 (H202, Ferricyan1de,
Cystine等)を 用ひてSH基 を酸化 し,叉 は沃度酷酸 を用ひてSH基 に酷酸基 を置換 した る
後,加 水分解 してCys亡eineを 定量 し,一 方斯様 な虞理 を行 はない蛋 白のCysteine量 との差
を求 めてSH量 を算 出す る方法 を提案 しナこ.そ の方法 によつて氏 等は諸 種の蛋 白の攣性 時に
於 け るSH又 はS-S基 の増減 を綿密 に定量 して居 るが,そ の操作 は相 當に繁難 で特別の注意
を彿 はなけれ ば十分 な る結果 を期待 出來 ない.       、
 加水分解を行はす,直 接 蛋 白に就てそのSH基 を定量 す る方法 には特殊 の酸化性色素 を以
て滴定す る方灘"ちTodrick&Walke廻 の2-6 Dichlorphenolindopheno1法, Kuh  u。
Desnuelle「7)のPorphyrindin法,或ひはPolarograph「8)法 及びMirsky混Ansong}等の
Ferricyanide法,或 ひは所 謂直接法(蛋 白のSHをCystineにて酸化 し還元 せ られた る
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Cysteineを 比 色に より定量す)等 がある,以 上の方法 の中でIndopheno!滴 定法 は反窓完結
に加熟す る必 要が あり,長 時間を要 し且反癒終 止鮎 が不鮮 明であるか ら良法 とは言ひ難い.叉
Porphyrindin滴 定法 は常温 にて短時闇の うちに滴 定 し得 て簡 易且つ正確 な方法 であるが,反
鷹溶液の水素 イオ ン濃…度の限界がPH 7附 近 に限 られて居 る不便が ある.
 近年SH基 と沃 度酪酸(叉 は沃度酷酸 ア ミド)と の反慮 が迅速且っ定量 的 に進行す ること
を利用 しMlrsky&Anson等 は之 を攣性現象の研究 に資せん と して居 る.こ の反癒 は下 式
の如 く進行 す るもので反慮 の條件(盗 度,時 間其他)に 就ては既にSmith♂o及 びDickens(1D
等が夫 々Cys亡eine, Glutathione及 び其他のSH一 化合物 につ きWarburgの 装置を用ひ
Gas Manometric methodに よ の精密 な る實験結果 を示 して居 る.    "
    RSH一 トCH21COOH→RSCH2COOH十HI
    RSH十CH21CONH2一>RSCH2CONH2十HI
上掲 の反礁 に於て獲生 したHIを 酸 化 して沃度 を游離せ しめ之 に澱粉 を加へて生す る青色相 を
比色 して定量 を行 ふ ことも出來 るわけである.
              ・    0
               2HI(磁)1・+H・0
部 ち斯 くして生成 した12の 量 より下式 に よりCysteine量 を算出す ることが出來 る.
        m・1×瑞 畿 灘e×m。 畿,,、。一%・・・・… 、
既にこの方法により最近Rosner(12)は 卵Albuminに 就て行つた實験結果を獲表 して居るが筆
者は更にこの方法に就て定量の條件を詳 しく吟味 した.そ の結果を報告する次第である・
  丑 實 験 成 績
 1定  量  法   '
 蛋白叉はSH化 合物 に沃度酷酸アミドを一定條件の下にて反鷹せ しめ,反 慮完結後生成せる
沃化水素を過酸化水素にて分解 し,游 離 しナこ沃度に澱粉液を加へて呈する青色相をCysteine
叉は沃度の標準液 と封照 して比色する,
 2試   藥
 (a)沃 度酷酸及び沃度酷酸ア ミド:實 験に供用した沃度酷酸舗は市販モノクロル酷酸 より合
成 したもので精製物の融黒占は83℃,使 用に際 し豫めフェノールレッ ドを指示藥 として苛性アル
ヵりを以て中和 して用ひた.叉 沃度酷酸ア ミド(ゴ4)は豫め合成 した鞭化酪酸ア ミドを沃化加里に
て置換 して合成 した もので精製品の融瓢95℃,使 用に當 り雨者何れ も0.1M溶 液を用ひた.
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 (b)0.opl n沃 度溶液:
 (c)0.1鬼Cysteine溶 液':市 販品叉は特に調製せる Cysteine O.19を 秤量 し,水 を加へて
100ccと なし,更 に便用の都度,沃 度滴定 里51により嚴密に濃度を槍 定して用ひナこ.實 際には
Cysteineが 酸化 して居 るナこめにCysteine含 量 は秤量による計算量 よりも遙かに少いのが普
通である.
 (d)1%澱 粉溶液:澱 扮1gに 水100ccを 加へ2-3分 間煮沸 し,暫 時静置の後,上 澄液
を濾紙パルプ暦を通 じ濾過 した.
 (e)三 墜化酷酸液:三 堕化酷酸と同量の水を加へて溶解 しナこもの.
 (f)3%過 酸化水素:
 (9)濃 硫酸:
 沃度酷酸及び沃度酷酸アミド溶液の安定度:沃 度酷酸は沃度酷酸ア ミドより少しく不安定で
あるがその α1M溶 液は室温暗所に貯へた場合爾者何れ も少 くとも撒 日間は安定である.試
藥の分解は沃度の游離することにより容易に槍識 し得 る,燐 酸,硫 酸,湖 酸及び夫等の盤類,
稀薄アルカリ及び尿素等の溶液内に於ても安定であるが,濃 厚なるハ ・ゲ ン盤及びハ 揖ゲン酸
中に於ては徐々に分解 し,濃 度高きに從つて分解 が著 しい.試 藥の安定性と反庶時間の短 きこ
との利黒占により以下の實験に於ては概ね沃度酷酸アミドのみを用ひた.
 (3)Cysteineと 沃度酷酸ア三ドとの反癒
 Cysteineと 沃度酷酸叉は沃度酷酸ア ミドとの反鷹を完全に進行せ しめるためには反鷹の温
度,時 間及び水素 イオ ン濃度を適當に調整することを要する.反 慮完結の所要時間はSmithe〆16》
によれば沃度酪酸ア ミドの方が沃度酷酸よりも速かであるが,何 れに しても反鷹は極めて短時
問に進行 し38℃ に於ては敷分聞にて完結する.強 いアルカリ側では,Cysteineが 酸化を受け
ることが著 しいか ら操作上特に注意を要するがPH 69の 廣い範園に於て都合よく反礁する.
 前述の如 く反庶の完結を待ち獲生 しナこ沃化水素を過酸化水素及び㍍酸を加へて分解 し,生 成
する沃度に澱粉液を加へ護色する青色相を比色定量するのであるが過酸化水素による沃化水素
の分解時間(鄙 ち獲色時間)は 添加する過酸化水素及び硫酸の呈及び温度によつて も多少遅速
がある。
 今,下 の如き溶液の組Aせ を以てCysteineと 沃度酷酸アミドとを20℃ に於て夫 々15,30,
60分間反鷹せ しめ,次 に之に3ご の過酸化水素,濃 硫酸各0.1cc及 び196の 澱粉溶液1ccを
夫 々加へ,各 一定時間毎に呈色度の櫓加を比較 しナこる結果は第1表 の如 くである.師 ち斯様 な
條件に於てCysteineと 沃度酷酸ア ミドとの反鷹時間が30分 に達すれば沃度の獲色は1時 間以
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内に於て最高の一定値に達す る.
        欄 簾 ㌔ 擦
              第』1表  軍位 mg Iodine          「
    ＼ 一警o曝鍛融 間   卜
    Cysteine, ＼    min. 0   15   30   45  60   120
     10do蹴礁 間盆 ＼      ・
             直  後       一      一      一      +    0.064    0.210
                           僅 か に獲 色
              15       0.060   0.141   0.211   0.254  0264   0.320
             30       0.ユ59   α231   0.282   0.320  0.320   0.320
             60       0.180   0、231   0320   0.320  0.320   0.320
 (a)Cysteine量と 呈 色 度 と の 比 例 關 係
 次 に下 記 の 如 き溶 液 の 組 合 せ を 以 て20℃ に 於 てCysteineと 沃 度 酷 酸 ア ミ ドと を30分 間 反
慮 せ し め,次 に3%H202, conc. H2SO、 各0.05cc及 び1劣 澱 粉 液 を 加 へ て 一 定 時 間 毎 に 呈
色 度 を 比 較 した,そ の 結 果 は 第2表 の 如 くで 約1時 間 に て 呈 色 度 は 一 定 値 に 達 し且 つCystei-
ne量 と よ く比 例 し沃 度 の 定 量 値 も亦 計 算 値 と よ く合 致 す る.
            0.052426Cysteine O.1-0.5     cc
            O.1M Iodoacetamide 2   "
        反 癒 溶 液            
Phosphate buffer, HI7・D 5     ,,
            Water       2.9-2.5,,
              第 2表  軍 位mg Iodine
   O.0524%    min. 10   20   30   40   60  計 算 値
     Cysteine  ,
         0.1      0.044     0ρ50     0.052     0。G55     0,055     0ま〕5(  )5
         0.2      0,e61    αG91     0ユ00     0ユ00     0.!00     0.110
         0.3      0.10〔}    0.122     0.147     0.].59     0.167     0.165
         0。4      0.110    0。157     0.183     0-211     0.220     0.220
         0.5      0.137    0-220     0.244     0.262     0。275     0.275
 (b)Cysteine以 外 のア 三ノ酸 と沃度難酸 ア ミ ドとの反慮
 沃度酷 酸叉は沃 度酷 酸ア ミ ドは後述 の如 くCysteine以 外のア ミノ酸 と も反慮す ることが知
られて居 る.主 と して問題 とな るア ミノ酸 はTyrosine, Tryptophane及 びGlycine等 であ
り,そ の反鷹 を支配す る直接 の條件は水素 イオ ン濃度 であ る.依 つて夫等 のア ミノ酸 をPH 3
～10の 間 に於て反鷹 せ しめ之 をCysteineの 呈 色度 と比較 して見ナこ.そ の結果は第3表 の如 く
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で ある.
        一覗灘 雛 聴
               第3表 軍 位mg Iodine
       PH Aceta亡c  玉u症er   Phosph裂te buffer      Borate bu症er
         -  一  ,一 一 一一-{一 一一郎曲 ＼   Amlno
    acid         3.1     4,9    5.6    6.3    7.3     8.6    9。5    10.O
   Cysteine       -     -   0.255  0.260  0.260    0.260  0.257  0.255
   Tyrosine     -    一    一    一    一     一    十   〇.109
   Tryptophane    _,     _     _     「     _       一     +    0.075
   Glycine      -    一    一    一    一一    一    十  〇.133
   Glutamic acid  -    一   一   一   ・一    一   十  〇.085
 この 結 果 に 於 て 明 か な る如 くPH 9.5以 下 に 於 て はCysteine以 外 の ア ミ ノ酸 と沃 度 酷 酸 ア
ミ ドとの 皮 鷹 は 實 際 上 無 覗 して 差 し支 へ な い.術 ほ こ の 實 験 結 果 の 如 くCysteineの 獲 色 は
PH 5.5～9.5の 廣 い範園に於て一定 して計算値と合致する,但 しPH 9.5,10に 於て少 しく小
なる値を示すのは彊いアルカリ側に於てCysteineの 一部分が酸化 しナこもの と考へ られる.
 (4)尿 素璽性卵Aibuminと 淑度酷酸 ア竃ドとの反慮
 以上の如 く沃度酷酸ア ミドとCysteineに 就て行つた實験に基づき次に蛋 白について卵Al-
buminを 例に探 り尿素1こより攣性せ しめて獲現 しナこSH量 を次の如 き條件の下にて定量 した.
 卵Albuminは 新鮮なる難卵白より透折法171により精製 しナこもので,槍 液は卵Albumin水
溶液に結晶尿素を加へて飽和せ しめ(楡 液lcc中 尿素約17mMを 溶解す)一 定容とした.
 沃度酷酸ア ミドと蛋白との反磨1完結に要する時間はCysteine其 他簡軍 なるSH化 合物と
の反鷹に要する時間よりは幾分長いけれ ども常盗に於て30分 にて充分であり,反 慮終結後過酸
化水素による沃化水素の分解自IJち沃度の呈色に要する虚理條件は前掲Cysteineの 場合と同檬
で差支へない.唯 蛋白の場合は反慮完結を待ち三臨化酷酸を加へて蛋白を除去 し,そ の濾液に
澱粉液を加へて呈色せ しめる.
 (a)蛋 白量と呈色度 との比例關係
 蛋白量 と呈色度とがよく比例することは第4表 の結果の通 りである.
反麟 液・ll。鈎 搬 養総 猛)・ 一・・cc
       燐匹俊緩衝幸夜 (PH 7.2)    2       ,,
       0.1M沃 度酷酸 アミド  2   。
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      尿 素 を 飽 和 せ しめ 更 に 飽 和 尿 素 溶 液 を 加 へ 全 容 を 各20ccと な す.
                第  4 表
        Albumin         Iodine         Cyste三ne
        溶 液
         cc           mg           mg
         30.0570.054
         40.0770.07(ケ)3
         50.0930.089
         6                0。115               ⑪.110
         7                 0.133                0,127
         8                0ユ53               0ユ46
         9α1720.164
         10                 0.192                0.183
 (b〕SHの 畿現に封するPHの 影響
 PHの 攣化により蛋白のSH基 の獲現が増減することはMirsky等 が筋肉蛋白について獲
           ノ
見 した所であるが尿素攣性卵Albuminに 於ても第5表 に示すが如 く同様の傾向が見餌される.
  購轍 ・(狸艦 訟離臨 ・ ㏄
      0.1M沃 度酷酸アミド    2  "
      緩  衝  液      5  ,,
   尿素12g及 び飽和尿素溶液を加へ全容を20ccと なす,
                第  5 表
       PH   緩 衝 液      Iodine     Cysteine     Cysteine                 
mg    mg     %
-ili擁 酸璽i{ii i:iii繍
       lllレー 1饗 懸 ll
      髪}硝酸璽  i:ii: :::墨   i:雪
 第5表 を圖示すれば第1圖 の如 くである.
  C 考  察
 Cystein『 のみならす簡軍なるスルフ ヒドリル化合物は沃度酷酸叉は沃度酷酸アミドと下式
の如 く反鷹 し短時間に定量的に完結する.
  R-SH十ICH2COOH=RSCH2COOH十HI
                 (玉28)
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  R-SH十ICH2CONH2=R-SCH2C            第  1  圖
   ONH2十HI                         l                                        o                     〃
而 してこの反慮は蛋白のSH基 にも比較              ・σ
欄 間麟 に購 、. !…   曜
                    鴇                o                    警
 蛋白のSH定 量 にこの反慮 を慮 用す る  2.四 一 一                    罵
ナこめにはCyst・in・ 基 の みが これ らの試 編  ・
                    )
薬 と定量的に反 恋 し其他種 々なるアミノ
                     0.7
酸基 は これ と全 く關 係のないことが必   。
要である,而 し乍 ら事實は然 らす して撒  傷  弓 5 6 7 8 ザ /o
                              -→PH
種の ナ ミノ酸 師 ち Tyrosine, Tryptop-
hane, Histidine及 びGlycine等`1s'は 沃 度酷酸 と反鷹す る ことが知 られて居 る.但 しその反
鷹は中性溶液 に於 ては殆 ど進行せす,彊 いアルヵ り側 に於てのみ下式の如 くア ミノ酸 のア ミノ
基 と酷酸基 との間 に起 る卿 ものである.
 R-NH2十21CH2COONa十2NaOH-→RN(CH2COONa)2十2NaI十2H20
而 し乍 ら第3表 の實験結果 により明かな る如 くTyrosine, Tryptophane, Glycine及 びGlu-
tamic acid等 のア ミノ酸 はPH 10以 下 に於 ては沃 度酷酸 との反慮 は極 めて微弱 で實際上無覗
して差支へ ない程 度の もの である.故 に この定量法 はPH 10以 下 の水素 イオ ン濃度の廣い範
圏に於て鷹用 し得 る もので ある.             凸
 卵Alburnin尿 素溶液 のPHの 攣移 に從つて護現 す るSH量 は第5表 の如 くAlbuminの
等電黒占の近 くより急 に塘 加 しPH 8附 近 までは大略 一定値 を保 ち,そ れ よ り次第 に壌加 して
行 く.但 しPH 10を 越 えた ときの値はCysteine以 外の ア ミノ酸基 の影響 のあ ることは第3
表 の結果 によ り明かで直 ちにSH量 と して算 出す ることは出來 ない,
 以上の方法 によつて定量 した値 を今比較 のため に同 じく尿素攣性卵Albuminに 就 て求 め ら
れナこ他の實験者の撒値 と比較 して見 ると第6表 の檬 になる.
                  第  6  表
        實 験 者   Cystelne
                            %
        J.P. Greenstein(20)              1.00          1
        L.Rosner(2王)                  0.87
        筆 者  1 0.99-1.02
  D 要   旨
 1.Cysteineと 沃度酷酸アミドとの反慮の條件を吟味し,反 鷹の結果生する沃度の量が計算
                   (129)
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量 と 合 致 す る こ と を 確 め ナこ.
 2.Cysteineと沃 度 酷 酸 ア ミ ドと の 反 鷹 を 延 長 し,蛋 白 のSH量 を 定 量 す る こ と の 可 能 な
る こ と を 確 め 且 つ 鷹 用 し得 べ きPHの 限 界 を 定 め ナこ.
 終 り に 臨 み 本 研 究 を 行 ふ に 當 り御 懇 篤 な る 御 指 導 を 賜 りた る 恩 師 近 藤 金 助 先 生 に謹 ん で 感 謝
の 意 を 捧 け る.爾 ほ 本 研 究 は 丈 部 省 科 學 研 究 費 の 補 助 に よ つ て 途 行 し得 た の で あ る.記 して 以
て 深 甚 の 謝 意 を 表 す る.
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